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研究成果の概要（和文）：phosphoinositides [PtdIns]の寄生性原虫の貪食過程における役割

を知るため、phosphatidylinositol-3-phosphate [PtdIns(3)P]と PtdIns-P 結合タンパク質

と考えられる分子の結合を腸管寄生性原虫赤痢アメーバ(Entamoeba histolytica) で明らか

にした。以前に示されているように、貪食は赤痢アメーバの病原因子であり PtdIns 3-kinase
阻害剤で阻害される。我々は動画撮影により貪食開始時に PtdIns(3)P のマーカーである

GFP-Hrs-FYVE が phagocytic cup、貪食胞、細胞膜と貪食胞をつなぐ細い管上の構造へ動員

されることを示した。赤痢アメーバには 12 の FYVE ドメインタンパク質(EhFP1-12)があり、

11 は EhoGEF/DH ドメインを持っていた。そのうち EhFP4 が管上の構造と細胞膜側の貪食胞

上へ動員された。さらに EhFP4 は 10 の高発現している Rho/Rac 低分子量 GTPase のうち 4
分子と結合した。リン脂質との結合特異性を検討したところ、EhFP4 は C-末端領域を介して

PtdIns(4)P と結合し、FYVE ドメインはその結合特異性を制御すると考えられた。EhFP4 の

FYVEドメインの高発現により貪食は阻害されたが、Hrs-FYVEの高発現で貪食は促進された。

以上より、PtdIns(3)P 、PtdIns(4)P と EhFP4 が協調してこの寄生性原虫の貪食を制御してい

ることが示された。以上の結果は Cellular Microbiology, 11:1471-91(2009)に発表された。 
 
研究成果の概要（英文）：To understand the roles of phosphoinositides [PtdIns] in 
phagocytosis of parasitic eukaryotes, we examined the interaction of 
phosphatidylinositol-3-phosphate [PtdIns(3)P] and putative PtdIns-P-binding proteins 
during phagocytosis in the enteric protozoan parasite Entamoeba histolytica. It was 
previously shown that phagocytosis in E. histolytica is indispensable for virulence and 
is inhibited by PtdIns 3-kinase inhibitors. We demonstrated by time-lapse live imaging 
that during the initiation of phagocytosis, the PtdIns(3)P biomarker GFP-Hrs-FYVE, 
was translocated to the phagocytic cup, phagosome, and to tunnel-like structures 
connecting the plasma membrane and phagosomes. E. histolytica possesses 12 FYVE 
domain-containing proteins (EhFP1-12), 11 of which also contain the RhoGEF/DH 
domain. Among them EhFP4 was shown to be recruited to the tunnel-like structures 
and to the proximal region of the phagosome. We further demonstrated that EhFP4 
physically interacted with 4 of 10 predominant Rho/Rac small GTPases. 
Phosphoinositide binding assay showed that EhFP4 unexpectedly bound to PtdIns(4)P 
via the carboxyl-terminal domain and that the FYVE domain modulates the binding 
specificity of EhFP4 to PtdIns-P. Expression of the FYVE domain from EhFP4 
inhibited phagocytosis while enhancement was observed when mammalian Hrs-FYVE 
domain was expressed. Altogether, we demonstrated that PtdIns(3)P, PtdIns(4)P and 
EhFP4 coordinately regulate phagocytosis and phagosome maturation in this parasitic 
eukaryote. 
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１． 研究開始当初の背景 

腸 管 寄 生 性 原 虫 赤 痢 ア メ ー バ
(Entamoeba histolytica)の貪食は重要
な病原機構であるが、その分子レベルで
の理解は不十分である。我々はイノシト
ールリン脂質[PtdIns]のひとつ、フォス
ファチジルイノシトール 3 リン酸
[PtdIns(3)P]が貪食胞へ速やかに動員さ
れることを見いだした。原虫ゲノムデー
タベースに既知の PtdIns(3)P エフェク
ターが存在しないこと、貪食における
PtdIns(3)P の動態が動物細胞や酵母と
大きく異なることから、ユニークな分子
機構の存在が予想された。 

 
２． 研究の目的 

赤痢アメーバの貪食に於けるイノシト
ールリン脂質を介したシグナル伝達の
解明 

 
３． 研究の方法 

(1) PtdIns(3)P と 貪 食 と の 関 与 。
PtdIns(3)P 結合ドメインである哺
乳類 Hrs 分子由来の FYVE ドメイ
ンと GFP との融合タンパク質
GFP-Hrs-FYVE を赤痢アメーバに
発現させ、PtdIns(3)P の生きた細胞
での局在を可視化した。ライブイメ
ージングにより貪食時の局在変化を
検討した。 

(2) PtdIns(3)P エフェクター分子の検
索。赤痢アメーバゲノムデータベー
スから FYVE ドメインを持つタン
パク質を検索し、PtdIns(3)P シグナ
ルの下流で働くと考えられる分子を
発見した。 

(3) EhFP4 分子の解析。(2)より得られ

た結果から FYVE ドメインと
RhoGEF ドメイン（ Rho small 
GTPase の活性化を行う）を持つ分
子群のうち、EhFP4 が貪食胞へ動員
されることを見出した。そこで
EhFP4 分子が活性化する Rho/Rac
分子の特定、EhFP4 の脂質結合特異
性を検討し、貪食過程における役割
を明らかにした。 

(4) EhFP4 と Hrs 由来 FYVE ドメイン
の高発現による貪食への影響。GFP
と融合した EhFP4 と Hrs 由来
FYVE ドメインを発現する赤痢アメ
ーバを用いて、2μm ビーズと動物細
胞(CHO 細胞)貪食への影響を検討
した。 

４． 研究成果 
(1) PtdIns(3)P の局在。GFP-Hrs-FYVE

によって可視化される PtdIns(3)P
の局在は初期エンドソームではない
細胞内の小胞にあり、貪食時には貪
食 胞 へ 動 員 さ れ た 。 よ っ て
PtdIns(3)P は貪食胞成熟に関与す
ると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図 １ 定 常 状 態 と 貪 食 時 の
PtdIns(3)P の局在。(上)定常状態に
お け る PtdIns(3)P の 局 在 を
GFP-Hrs-FYVE によって可視化し
た 。 緑 が GFP-Hrs-FYVE 
[PtdIns(3)P]のシグナル。(下)青く染
め た CHO 細 胞 を 貪 食 す る
GFP-Hrs-FYVE 発現赤痢アメーバ。
貪食胞への PtdIns(3)P の動員が観
察される。(B 
ar; 10μm) 

(2) PtdIns(3)Pエフェクター分子の検索。
赤痢アメーバゲノムデータベースよ
り、FYVEドメインを持つ分子を検
索したところ、12 の分子が発見され
た (E. histolytic  a FYVE domain 
containing protein: EhFP)。内 11
の分子はRho低分子量GTPaseの活
性化を行うRhoGEFドメインを持っ
ていた。これらの分子の中で貪食と
かかわる分子を見つけるため、全て
の分子をタグ配列との融合タンパク
質として赤痢アメーバに発現させ、
4 つの分子について局在の検討を行
った。うち、EhFP4 分子だけが貪食
胞の入り口となる管状の構造と細胞
膜側の貪食胞への局在を示し、貪食
への関与が考えられた。さらに
EhFP4 の局在はF-アクチンと重な
ることからRhoGEF活性を介して細
胞骨格を制御することが示唆された。
 

 

(3) 貪食過程

図２EhFP タンパク質と EhFP4 の
貪食胞への局在。(上)EhFP 分子。
12あるうち 11の分子がRhoGEFド
メインを持っている。(下)EhFP4 の
貪食時の局在。HA タグを付けた
EhFP4 を発現する赤痢アメーバを
用いて、青く染めた CHO 細胞貪食
時の局在を示した。F-アクチンの局
在を BODIPY FL phallacidin で示
した(緑色)。(bar; 10μm) 
EhFP4 の機能。EhFP4 の
における役割を知るため、脂質結合
特異性、Rho/Rac 分子との結合特異
性を検討した。EhFP4 の各種欠損ミ
ュータントの組み換えタンパク質を
作成し、ニトロセルロース膜上に固
定した脂質分子に対する結合特異性
を検討した（図３）。この結果より
EhFP4 は全長で PtdIns(4)P と結合
し、その結合は FYVE ドメイン下流
の C-末端領域により担われている
こと、FYVE ドメインのポイントミ
ュータントで PtdIns(4)P への特異
性が低下することが明らかとなった。
続いて赤痢アメーバに存在する 25
の Rho/Rac 分子のうち、マイクロア
レイデータをもとに発現の高い 10
分子について組み換えタンパク質を
作成し、EhFP4 との結合特異性を検
討した(図 4)。検討したうち、4 分子
が特異的にEhFP4と結合したこと、
その結合は RhoGEF ドメインを介
して起きていたことから、EhFP4
はこれら 4つのRho/Rac分子に対す
る特異的な GEF として働き、F-ア
クチンの重合を促すと考えられた。 
                    



図３EhFP4 の脂質結合特異性。(A)
使用した EhFP4 組み換えタンパク
質の模式図。(B)対応する組み換えタ
ンパク質の各種脂質に対する結合特
異性。 
 

 
図４EhFP4 と各 Rho/Rac 分子との

(4) hFP4 と Hrs 由来 FYVE ドメイン

 貪食過

結合特異性。triger factor (TF) と
His タ グ を 含 む 全 長 も し く は
RhoGEF ドメインのみの EhFP4 組
み換えタンパク質と GST タグを含
む各種 Rho/Rac 分子の組み換えタ
ンパク質を混合し、Glutathione 
Sepharose で pull down した。結合
タンパク質を抗 His 抗体または抗
GST 抗体を用いたウエスタンブロ
ットで検出した。 
 
 
E
の高発現による貪食への影響。それ
ぞれの FYVE ドメインを GFP との
融合タンパク質として発現する赤痢
アメーバ株を作成し、赤色呈する
2μm カルボキシル化ビーズまたは
赤色に染色した CHO 細胞に対す貪
食活性を 2 色フローサイトメトリー

(FACS)により解析した。ビーズに対
する貪食活性は変化が見られなかっ
た一方、EhFP4-FYVE 発現細胞で
は動物細胞への貪食活性が約 50％
に低下し、Hrs-FYVE を発現細胞で
は約 2 倍に増加した(図５)。また、
FYVE ドメインが EhFP4 の管状の
構造への局在を決めていることから、
EhFP4 の FYVE ド メ イ ン は
PtdIns3P ではないシグナルの下流
で EhFP4 の局在を決定していると
考えられた。 

図５ または 由来EhFP4 Hrs FYVE
ドメインの貪食に対する影響。GFP
の み 、 GFP-Hrs-FYVE ま た は
GFP-EhFP4-FYVE 発現株を用いて
2μm カルボキシル化ビーズまたは
赤色に染色した CHO 細胞に対する
貪食活性を貪食 10, 30, 60 分後に 2
色 FACS により解析した。 
本研究より、赤痢アメーバの(5)
程に PI3P が重要な目ディエーター
であることが示された。PtdIns(3)P
のエフェクター分子と考えられた
EhFP4 は予想に反してその FYVE
ドメインと PtdIns(3)P の結合を示
さなかったが、PtdIns(4)P との結合
が C-末端領域を介して行われてい
ることが明らかになった（図６）。
EhFP4 は主に RhoGEF として貪食
胞の形成を促していると考えられる。
今後 PtdIns(4)P の貪食における役
割の解明、PtdIns(3)P エフェクター
分子の同定が望まれる。 
 
 



 
 
図６EhFP4 の機能のまとめ 
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